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論 文 内 容 要 旨
【背 景 】
ヒ トの変 形性 関節症(osteoarthritis;OA)で は,軟 骨 細胞が正 常軟骨細 胞か ら形質 を変え,
軟骨 変性 を惹 起す るマ トリックスメタロプロテアーゼ(matrixmetalloprotease;MMP)群 や
adisintegrinandmetalloproteasewiththrombospondinmotifs(ADAMTS)-4,5等 の ア
グ リカ ナーゼ,ま たイ ンター ロイキ ン(interleukin;IL)-1β や腫瘍壊 死 因子(tumornecrosis
factor;TNF)α 等 の炎症性 サイ トカイ ンを産生す る。 これ らの酵素 や サイ トカイ ンの発 現制御
には,DNAメ チル化 が関与す る。また正常軟骨細胞に炎症 性サ イ トカイ ンを作用 させ ると,OA
の軟骨 細胞 同様 に,こ れ らの酵素 やサイ トカイ ンを発現す る。 しか し変性軟骨細 胞でのDNAメ
チル化 と蛋 白分解酵 素やサイ トカイ ン発現 の関係 は未だ不 明であ る。今 回私 は炎 症性サ イ トカイ
ンの刺激 に よ り,正 常軟骨細胞が変性軟骨細胞 と同様 にIL-1β の発 現能 を獲得 す る点 に着 目 し
た。正 常軟骨細 胞で,DNA脱 メチル化試薬の投与 でIL-1β 発現 を誘導 で きれ ば,プ ロモ ーター
領域 のDNA脱 メチ ル化 がIL-1β 発現 に先立 つ重要な 因子で あ るこ とを示 せ る。 さ らにサ イ ト
カイ ン刺 激 に よ るIL-1β 発現 誘導 にDNA脱 メチル化 が伴 って いれ ば,サ イ トカ イ ンに よる
DNA脱 メチル化 とIL-1β 発現 の密接な関係 を示す ことが 出来 る。
【目 的 】
本 研究で は,ヒ ト培養 関節軟骨細胞 を炎症性 サ イ トカイ ンで刺激 した際のIL-1β の誘発及 び,
その発現 にII」-1β遺伝子 プロモ ーター領域 のDNAメ チル化 が関与 す ることの検 証 を 目的 と し
た。 また脱 メチル化試薬5-aza-2'-deoxycytidine(5-aza-dC)で の刺激 も行 い,DNA脱 メチル
化がIL-1β 遺 伝子 の発現 を誘導す ることの検証 も目的 とした。
【方 法 】
大 腿骨頚部骨折 患者(80-91歳,平 均82歳,男 性1名,女 性5名)の 手術 時 に摘出 した6大 腿
骨頭 の,肉 眼 的に変性所見のない非荷重部 か ら,深 層の軟骨片 を無菌 的 に切 り出 した。 これ らを
未培 養群 と,無 添加 培養群(対 照群),5-aza-dC,IL-1β,TNFα とoncostatinM(OSM)の
混合液 をそれ ぞれ添加 して培養 した計5群 に分 けた。5-aza-dCは,DNAメ チル トラ ンスフェラー
ゼ(DNAmethyltransferase;DNMT)1を 阻害 してDNAの 脱 メ チル化 を誘導 す る試 薬 であ
る。 同一骨頭軟 骨 由来 の未培養 と培養後 の細胞 か ら,ゲ ノムDNAと 全RNAを 同時抽 出 した。
得 られ たRNAか ら,IL-1β とDNMT1の 発現 量 を,逆 転 写 一定 量 的 ポ リメ ラー ゼ連 鎖 反応
(qualltitativereversetranscription-polymerasechainreaction;qRT-PCR)で 相対 定量 し
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た 。 ま たIL-1β 遺 伝 子 プ ロ モ ー タ ー 領 域 の,転 写 開 始 部 位 か ら上 流299塩 基(-299位)に 位 置
す るCpGメ チ ル 化 率 を メ チ ル 化 感 受 性 制 限 酵 素(methylation-sensitiverestrictionenzymes;
MSRE)法 で,定 量 的 ポ リメ ラーゼ 連 鎖 反 応(quantitativepolymerasechainreaction;qPCR)
を 用 い て 定 量 した 。CpGと は,DNA配 列 中 で シ ト シ ン(C)の 次 に グ ア ニ ン(G)が 配 列 して
い る 部 位 を 指 し,DNAメ チ ル 化 が 生 じ る 部 位 で あ る 。 ま た 培 地 中 へ のIL-1β の 放 出 量 を,
enzyme-linkedirnmunosorbentassay(ELISA)で 検 出 した 。
【結 果 】
IL-・1βの発現 は,対 照群 と比較 して全ての薬剤添加群 で増加 し,IL-1β 添加群 とTNFα/OS
M混 合添加 群 で特 に多 か った。DNMTIの 発現 は,対 照群 と添加 培養群 の間で明 らかな差 はな
か った。IL-1β プロモー ター領域 中のCpGメ チル化 率 は,未 培養 群 と比 べ対照群で低下 した。
5-aza-dC添 加群 では対 照群 よ り低 く,IL-1β 添加群,TNFα/OSM混 合 添加群 ではさ らに低 下
してい た。ELISAで は,対 照群 と5-aza-dC添 加群 でIL-1β 産生 を認 めない一 方,IL-1β 添加群
とTNFα/OSM混 合添加群 で有意な産生が認 め られた。
【考 察 】
炎症性 サイ トカイ ンが ヒ ト培養軟骨細 胞で タンパ ク分解酵素 や,サ イ トカインの異常発現 を誘
導す る際,上 方調節 またはDNAメ チル化 による抑制解除のいずれかの機序 が考 え られる。本研
究 では,サ イ トカイ ンでの介入培養群が明 らかなDNA脱 メチル化 を示 した ことか ら,後 者 の可
能性 が高 い と考 え られる。DNA脱 メチル化試薬 がIL-1β の発現 を誘導 した こと,加 えて サイ ト
カイ ン添 加培養 群ではDNAメ チル化率 が低 い ほどIL-1β の発 現量 が多か った ことか ら,軟 骨
細 胞がDNA脱 メチル化 を介 してIL-1β の発現 能を獲得す るこ とが強 く示 唆 された。本研究 は,
軟 骨細胞 でサ イ トカイン刺激 によるDNA脱 メチル化 と遺伝 子発現 の関係 を初 めて示 した もので
あ る。
【結 論 】
ヒ ト培 養関 節軟骨細胞 に炎症 性 サイ トカ イ ンを作用 させ るとIL-1β の発現 が増加 し,そ れ に
DNA脱 メチル化が関与 してい ることが示 唆 された。
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審 査 結 果 の 要 旨
研 究 の要 旨 二本 研究 で は,ヒ ト培養 関節軟骨細 胞 を種 々の炎症 性 サイ トカイ ンで刺 激 した際の
IL-1β 発現 の誘発 及び,そ の発現 にIL-1β 遺 伝子 プロモー ター領域 のDNAメ チル化 が関与す る
こ との 検証 を 目的 と した。IL-1β の発現 は,対 照 群 と比 較 して全 ての薬剤 添 加群 で増 加 し,
IL-1β 添加 群 とTNFα/OSM混 合添加群で特 に多か った。IL-1β プ ロモー ター領域 中のCpGメ
チル化率 は,IL-1β 添加群,TNFα/OSM混 合 添加群で著 明に低 下 して いた。ELISAで は,対
照群 でIL-1β 産生 を認 めな い一 方,IL/1β 添加群 とTNFα/OSM混 合添加群 で有意 な産生が認
め られた。以上 か ら,炎 症性サイ トカインが ヒ ト培養軟骨細 胞で タ ンパ ク分解酵素 や,サ イ トカ
イ ンの異常発 現 を誘導 す る機序 と して,DNA脱 メチル化 による抑制解 除が考 え られ る。今 後,
軟骨基 質 の破壊 に関与す るDNAメ チル化状 態 と転写 因子の 関係 な ど,変 形性 関節症 の病 因解明
に迫 る研 究 の発展 が期待 され る。
斬 新 さ:こ れ まで変形性関節症 に関与す るサイ トカイ ンや軟骨基質分解酵素 の発現 にDNAメ チ
ル化 の状 態の変化 が伴 うことは示 されていたが,正 常軟骨 で実験 的に例証 した ことはない。 この
点 において本研究 は斬新 であ る。
重 要性:変 形性関 節症 は高齢者 に好発する疾患で あ り,そ れによる疼痛 や運動 障害が患者 に与 え
る不利益 は大 きい。 その病因を解明す ることは,疾 患の治療法 のみな らず,予 防医学 の面 で も多
大 な貢献 を もた らす。 本研究 はその点 において,従 来の知見 とは異 な る新 たな方 向性 を示 した点
で重要 な研究 といえ る。
実 験方法の正確 性:実 験 は周到 に練 られた計画の もとに行われ,再 現性,正 確性 が高 い と考 え ら
れ る。 また得 られ たデータの統計処理 も適切にな されて お り,信 頼性 の高 い研究 であ る。
表現 の明瞭 さ:こ れ までの問題点 を明確 に指摘 し,研 究 目的,方 法,実 験結果,考 察 を簡潔,明
瞭 に記載 してい ると考 える。
よ って,本 論文 は博士(医 学)の 学位論文 として合格 と認 める。
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